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 細胞のがん化時には必ず細胞表面の糖鎖の異常が認められ, 糖タ ンパク糖鎖についてはアスパ
 ラギン結合型糖鎖の側鎖分枝が増加すること, ポリラク トサミ ン構造が増加すること, そして,
 その非還元末端には シア ル酸の付加 が必要であるこ とな どがほぼ普遍的な現象と して認め られて
 いる。 シアル酸は生体内では認識決定基として, あるいは逆に認識部位を隠蔽することによりシ
 アロ複合糖質の持つ生理機能を調節しており, 具体的には, 粘液の粘度形成, 感染経路や免疫
 機構, 細塵接着性等に関わっている。 E一セレクチンのリガン ドであるシアリル Le・ や, シアリル
 Le且, またシアリル Tn 抗原な ど, がん関連抗原といわれているものの中にもシアル酸を含む糖
 鎖が多く存在する。 しかしながら, がん化に伴うシアル酸変化の機構や意味についてはほとんど
 わかっていな い。 本研究ではシアル酸調節の一翼を担う シアリダーゼの遺伝子導入を通じて, 転
 移能に対する シアル酸の関わり方を明 らかにするこ とを目的と した。 シアル酸とがん転移に関す
 るこれまでの研究では, 動物細胞由来のシアリダーゼに関する実験結果がほとんど得られていな
 かった。 これは動物シアリダーゼの極端な不安定性や低活性に因り, その分子 レベルの研究が遅
 れていたためであった。 本研究では, このような問題を克服 して動物由来で唯一クローン化され
 た細胞質性シアリダーゼcDNA を用いて転移実験を行った。 即ち細胞質性シアリダーゼ cDNA
 を高転移能を持つマウス B16メラノーマ細胞に導入 し, 転移能の変化とその分子機構を調べた。
 細胞質性シアリダーゼ cDNA の導入は, このシアリダーゼを発現 していないマウス B16 メラ
 ノーマのうち, 高転移性, 高浸潤性を示す BL6 細胞を対象とした。
 chicken β一actin promotor を持つ高発現ベクター PCY4B に細胞質性シアリダーゼ cDNA を
 組み込み, これを BL6 細胞にリポフェクチン法によって導入した。 G418 耐性の幾つかの高発現
 細胞株を選別 し, これらのシアリダーゼ活性を測定した。 コントロールでは, このシアリダーゼ
 活性は検出されなかったが, 高発現細胞株では高い活性が認められた。 これらの高発現細胞株を
 C57BL/6 マウスの尾静脈から注入 し, 肺におけるコロニー形成数を調べ実験的転移率の変化を
 観察した。 コントロールでは多数のコロニーが形成されたが, 高発現細胞株においては, 肺転移
 の著しい抑制が認められた。 ヌー ドマウスにおいても同様の結果が得られ, 免疫系の影響は除外
 された。 また, 皮下注入により自然転移能を調べた結果でも転移抑制傾向が認められた。
 つぎにこの転移抑制の機構を検索した。 細胞増殖の速度, 腫瘍増大の速度にはシアリダーゼ高
 発現による明らかな差異は認められなかった。 fibronectin, type IV collagen, 1aminin,
 Matrige1 に対する接着試験において も, シアリダーゼ高発現による影響は認められなかった。
 Matrigel chamber, collagen ge王 を用いた invasion assay では高発現細胞株で有意に浸潤の抑
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 制が認められた。 そこで金コロイ ド法により invasion を起こす factor の一つである cell
 mortility を比較すると, 高発現細胞株で明らかに低下が認められた。
 以上の現象の基盤となる分子機構を検索した。 シアリダーゼ高発現による細胞表層のシアル酸
 量の変化は認められなかったが, 総 シアル線量の減少が, わずかではあるが認められた。 細胞表
 層糖鎖の質的変化を5種のレクチンを用いて, FACScan により分析 したが, コントロールと相
 違する結果は認められなかった。 また, シアリル LeX, GM3 の細胞表層 における発現にも差異
 は認められなかった。 さらに細胞内シアロ糖蛋白について, レクチンプロッティングを施行 した
 が, 明らかな差異は認められなかった。
 糖脂質について薄層クロマトグラフィーによりガングリオシ ドの分析を行った。 いずれの細胞
 においてもGM3 が主要成分として認められ, 高発現細胞株においては, GM3 が減少 し, 一方
 GM3 が脱シアリル化を受けて生ずるラクトシルセラミ ドが増加 していた。 GM3 合成酵素の活性
 には明らかな差異は認められず, GM3 が細胞質性シアリダーゼのターゲッ ト分子となっている
 と考え られる。
 細胞質性シアリダー ゼは骨格筋細胞の分化に密接に関わっていることが最近明らかになり, さ
 らに GM3 は細胞骨格と結合 しているという現象が報告されている。 これらの事実によ り, 以上
 の結果は, 細胞質性シアリダーゼ導入による細胞内の GM3 の減少が, 細胞骨格を介 して cell
 mortility の低下をもたら しており, これが転移抑制の一つの要因となっている可能性を示唆し
 て いる。
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 審査結果の要旨
 細胞のがん化時の膜糖鎖シアル酸の変化は, がんの転移能や浸潤能に密接するといわれている
 が, その機構や意味はほとん どわかっていない。 本研究ではシアル酸調節の一翼を担う シアリダー
 ゼの遺伝子導入を通じて, 転移能に対するシアル酸の関わり方を明らかにするため, 細胞質性シ
 アリダーゼ cDNA を高転移能を持つがん細胞に導入 し, 転移能の変化とその分子機構を調べた。
 細胞質性シアリダーゼ cDNA の導入は, この酵素を発現 していないマウス B16 メラノーマの
 うち, 高転移性, 高浸潤性の BL6 細胞を対象とした。
 高発現ベクターに cDNA を組み込み, これを BL6 細胞に導入, G418 耐性の幾つかの陽性細
 胞株を選別 し, シアリダーゼ活性を測定した。 コントロールでは活性は検出されず, 陽性細胞株
 では高い活性が認められた。 これらを C57BL/6 マウスの尾静脈から注入 し, 実験的肺転移能の
 変化を調べた。 コントロールと比較 し, シアリダーゼ高発現細胞株では肺転移の著しい抑制が認
 められた。 また, 皮下注入による自然転移実験でも転移抑制傾向が認められた。
 つぎにこの転移抑制の機構を検索した。 細胞増殖速度, 腫瘍増大速度, 接着試験においては高
 発現による差異は認められず, 浸潤試験では高発現細胞株で有意に浸潤の抑制が認められた。 金
 コロイ ド法により浸潤を起こす要因の一つである細胞運動能を比較すると, 高発現細胞株で低下
 が認められた。
 以上の現象の基盤となる分子機構を検索した。 高発現による細胞表層のシアル酸量の変化は認
 められず, 総シアル酸量の減少がわずかに認められた。 細胞表層シアロ糖鎖の変化, 細胞内シア
 ロ糖蛋白の変化は認められず, 糖脂質のガングリオシ ドを分析すると, 高発現細胞株で, GM3
 の減少と GM3 が脱シァリル化されて生ずるラク トシルセラミ ドの増加が観察された。 GM3 合
 成酵素の活性に差異は認められず, GM3 がこのシアリダーゼのターゲット分子となっていると
 考え られた。
 細胞質性シアリダーゼは骨格筋細胞の分化に密接に関わっていることや, GM3 が細胞骨格と
 結合 していることが明らかになっている。 これらの事実によ り, 以上の結果は, このシアリダー
 ゼ導入による細胞内の GM3 の減少が, 細胞骨格を介して細胞運動能の低下をもたらし, これが
 転移抑制の一つの要因となっている可能性を示唆 してい る。
 シアル酸とがん転移に関するこれまでの研究では, 動物シアリダーゼに関する実験結果がほと
 ん ど得られていなかった。 これは動物シアリダーゼの極端な不安定性や低活性に因り, その分子
 レベルの研究が遅れていたためであった。 本研究は, このような問題を克服して動物由来で唯一
 クロー ン化された細胞質性 シアリ ダーゼ cDNA を用 いた遺伝子導入実験の最初の報告であ る。
 シアリダーゼとがん転移の深い関わりを示すとともに, シアリダーゼ機能解明の点でも一つの手
 がかりを与えており, 学位論文に値するものである。
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